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1.緒 言
昆虫の生体防御反応では、細菌等の侵入によ り、体液中のフェノールオキ シ
ダーゼの活性化 、抗菌性ペプチ ド等の液性防御 因子の誘導生産 が顕著 に認め ら
れ る。ただし、抗体の生産は認め られない。これ ら生体防御因子のうち、抗菌
性ペプチ ドは新 しいタイプの抗菌剤や抗生物質 として利用できる可能性が考 え
られ る。昆虫の生産する抗菌性ペプチ ドはセクロピン類、昆虫ディフェンシ ン
類、グリシン残基に富むペプチ ド類、プロリン残基に富むペプチ ド類の4つ の
グループに分 けられる。鱗翅 目昆虫からはセクロピン類とグ リシン残基に富む
ペプチ ド類のみが単離されている。古 くから産業的に利用されているカイコで
はセクロピン類が単離されているのみで、新規な抗菌性ペプチ ドが存在 して い
る可能性が考 えられた。
本研究は新規抗菌性ペプチ ドの探索を目的 とした。結果として、カイコか ら
複数の新規抗菌性ペプチ ドを単離 し、それ らの一次構造や性質を明らかにした。
また、これ らのうち利用の可能性が高いと考え られるものにつ いては大腸菌 で
の生産系を構築 した。
2.抗菌性ペプチ ド セクロピンD前 駆体の単離及び成熟型への変換
抗菌活性 を誘 導したカイコの体液を調製し、大腸菌に対す る抗菌活性を指標
に分画を行 った。陽イオン交換 カラムクロマ トグラフィーでの非吸着画分、及
び最初に溶出 した抗菌活性画分か らそれぞれ1つ ずつ抗菌性ペプチ ド(CSR及
びCTIR)を単離 した。
両ペプチ ドのN末 端アミノ酸配列を調べたところ、いずれもカイコの既知の
セクロピンDと 同 じ配列 を示した。 しか し、得たペプチ ドの質量、塩基性の強
さは互いに異なってお り、これ らの結果か ら、CTIRは既知の成熟型セクロピン
Dで あ り、CSRはセクロピンDのC末 端がアミ ド化 を受ける前の、グリシン残
基が付加 した前駆体ペプチ ドであると考えられた(図1)。 市販のペプチジル
グリシンα一アミ ド化酵素を作用させたところ、前駆体ペプチ ドは成熟型に変換
された(図2)。.
成熟型 と前駆体の抗菌活性を調べたところ、成熟型の方が前駆体よ りも強 い







これ らのペプチ ドのアミノ酸配列は互いに良 く似てお り、特 にプロリン残基
に富むことが特徴的であった。質量分析の結果、これ らのペプチ ドにはいず れ
も糖鎖が付加している可能性が考えられた。糖分析、グリコシダーゼによる消
化によ り、付加 している糖鎖の構造を明らかに した。 これ らの新規糖ペプチ ド





は糖鎖 をもつものに比べてより弱い抗菌活性を示 した(表2)。 レボシンの抗
菌活性は生理的な濃度の塩によ り強 く阻害された。 レボシン3の 添加によ り、
塩濃度の低い条件ではグルコースを内包 したリボソームか らのグルコースの漏
出が認め られ(図4)、 レボシンは膜の透過性 を高めることにより作用 して い
るものと考えられた。
レボシンの抗菌活性の特徴か ら、レボシンが生体中で単独で抗菌性ペプチ ド
として機能 している可能性は低 く、他の抗菌性 ペプチ ドと共に働いている可能
性が考えられた。 レボシン3と 、セクロピン類 の中では抗菌活性の比較的弱 い
セクロピンDと の共存による効果を調べたところ、両者は大腸菌 に対 して相乗
的に抗菌作用を示す ことを見い出した(表3)。
一次構造の特徴か らレボシンは昆虫由来のプロリン残基に富む抗菌性ペプチ
ドの仲間に属す ると考えられた。 レボシンのア ミノ酸配列、抗菌活性の特徴 は
ミツバチ由来のプロリン残基に富む抗菌性ペプチ ドであるアバ エシンのもの と
よく似ていた。
4.新規抗菌性ペプチ ド モリシンの単離、構造及び作用













プチ ドであるセクロピンB1よりも強い抗菌活性 を示 した(表4)。 モ リシンは
黄色ブ ドウ球菌 に対 して即時に殺菌的に作用 した(表5)。 モ リシンと黄色 ブ
ドウ球菌 をインキュベー トした場合には細胞質内の酵素による発色基質の分解
が認められ(表6)、 モリシンは黄色ブ ドウ球菌の細胞質膜の透過性を高める
ものと考え られた。またモリシ ンを添加 した場合に、グルコースを内包 した リ
ボソームか らのグルコースの漏 出が認め られ(図6)、 モリシンはリボソー ム
膜 の透過性 を高めるものと考え られた。 これ らの結果か らモ リシンの作用部位
は細菌の細胞質膜であると考え られた。プロテアーゼ消化でモ リシンを2っ の
断片(D1及 びD2、 図5)に 分けて リボソームへの作用を調べたところ、グル
コースを漏出させる活性はモリシンのN末 端側の断片D2に 認め られ(図6)、
この断片 に膜の透過性を高める活性の中心が存在するものと考 えられた。この





を設計 し、8本 のオリゴヌクレオチ ドに分けて化学合成 した(図7)。 これ を
アニー リングと ライゲーション反応により1つ にまとめ、塩基配列を確認 した
後、2種 の大腸菌の発現用ベクターに組み込んだ。一方の発現系では、モリシ
ンを β一ガラク トシダーゼ との融合タンパク質の形で発現させた。つなぎ目には
メチオニン残基 を設けた(図8)。 粗精製画分 を臭化シアンで処理することに
よ り、抗菌活性 が生じることを確認 した。他方 の系では、モ リシンをマル トー
ス結合タンパク質との融合タンパク質の形で発現させ、つなぎ 目に設けた トリ
プ トファン残基を σ ヨー ドソ安息香酸で切断することによりモ リシンが遊離す
るように設計 した(図8)。 後者の系でモリシンを発現させた大腸菌からの、
融合タンパク質 の性質に依 らな いモ リシンの精製法を確立 した。すなわち、 グ
アニジン塩酸塩の溶液を菌体ペ レッ トに加えて溶菌させ、これに び ヨー ドソ安
息香酸を加えモ リシンを融合タンパク質から遊離させた。過剰 の試薬 と高分子
量タンパク質は酢酸エチル抽出、ゲルろ過によ り除いた。更に陽イオン交換カ
ラムクロマ トグラフィー、逆相HPLCを 経て、精製モリシンを得た。この系で
得た組み換え体 モリシンはカイコか ら単離 したモリシンと同じ一次構造、抗菌
活性をもつことを確認 した。







クロピンB類 に属する新たな分子種 として、セクロピンB3を単離 した(図10)。
新規な抗菌性ペプチ ドではないが、セクロピンDが アミ ド化を受ける前の前駆
体 を単離 し、成熟型に変換され ることを示 した。グリシン残基 に富む抗菌性 ペ
プチ ド類に属するアタシンのcDNAは最近カイコから単離されたが、このペプ
チ ドは今回単離 されなかった。鱗翅 目以外の多 くの昆虫か ら単離されている昆
虫ディフェンシン類は今回見つからず、カイコには存在 しない可能性が高い と
考えられる。
レボシン発見 の意義は、今まで鱗翅 目昆虫には存在 しないとされてきたプロ
リン残基に富む抗菌性ペプチ ドを鱗翅 目昆虫か ら初めて単離 した ことである。
ただ し、 レボシンが生体中で単独で抗菌性ペプチ ドとして機能する可能性は低
いと考えられる。
モ リシン発見 の意義は、昆虫の抗菌性ペプチ ドのどのグルー プにも属 さな い
新規な抗菌性ペプチ ドを見い出 したことである。モ リシンのグラム陽性細菌 に
対する抗菌活性 はセクロピン類よ りも強いこと、セクロピン類 と同様に細菌 の
注射によって体液中に生産されてくることから、モ リシンはカイコの生体防御
システムにおいて抗菌性物質と しての機能を担 っているものと考えられる。モ
リシンと、比較的グラム陰性細菌に良く作用す るセクロピン類 とが共存す る こ
とにより、よ り幅広い種類の細菌に対抗できる可能性が考えられる。
昆虫の生産す る抗菌性ペプチ ドの利用を考 えた場合に、現在 汎用 されて耐性
菌の出現が問題 となっている抗 生物質類とは作用機作が異なること、遺伝子 の
形で他の生物に導入 しての利用が可能な こと等が利点 として挙 げ られる。今 回
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論 文 審 査 結 果 要 旨








さらに,従 来,り ん翅 目昆虫からの抗菌性ペプチ ドの単離は,も っぱらグラム陰性菌に対する活性
を指標に行われてきたが,今 回新たにグラム陽性菌に対する抗菌活性を調査 し,有害グラム陽性菌で
ある黄色ブ ドウ球菌に対する抗菌活性を見いだし,本活性画分を追求したところ,新規と考えられる
抗菌性ペプチ ドを一つ単離 した。このペプチ ドの一次構造は,いずれの既知の抗菌性ペプチ ドとも相




ものと考えられ,グ ル コースを内包した リボソームからのグル コースの漏出が示された。そ して,こ
の活性はモ リシンのN末端側の断片に基づ くものと考えられ,こ の断片に膜透過性を高める活性の中
心が存在すると推定された。
強い抗菌活性を示 した新規ペプチ ド,モ リシソの生産系を構築するため,モ リシンのア ミノ酸配列
からその遺伝子を設計 ・化学合成 し,大腸菌の発現用ベクターを用いて融合タンパク質の形で発現 さ
せたのちモ リシンを遊離させることを試み,比較的多量:の精製モ リ潔ンを得た。
以上のように本論文は,昆 虫における抗菌性ペプチ ドとして新たな範疇に入るべき新規抗菌性ペプ
チ ドを発見す るとともに,グ ラム陰性菌及びグラム陽性菌の双方に対 して幅広い抗菌スペクトルをも
つものが存在することを示した。本研究は,昆虫の生体防御機構についての新知見のみならず,昆 虫
由来抗菌性ペプチ ドの産業利用への道を拓 くものとして,審査員一同は本研究者に博士(農学)の 学
位を授与するに値するものであると認定 した。
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